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r  el  primer  eslabón  de  la  cadena  trófica  de  los  ecosistemas  acuáticos,  es  el  responsable  de 
generar alrededor del 50% del oxígeno necesario para  la vida en  la Tierra y del 90% del oxígeno 





ellos  son  imprescindibles  para  su  existencia,  ya  que  actúan  como  cofactores  de  enzimas  y/o 
ementos estructurales de diversas proteínas, ejemplo de ello son elementos como el Fe, el Cu, el 
  y  el  Co,  alguno  de  los  cuales  actúa  como  cofactor  de  metaloenzimas  como  la  anhidrasa 
rbónica  y  la  fosfatasa  alcalina.  Por  el  contrario,  estos  mismos  metales  en  concentraciones 
periores  y  otros  como  el  Cd,  el  Hg,  el  Pb  y  el  As,  pueden  tener  carácter  tóxico  para  estos 
icroorganismos. 




  En  este  trabajo  se  ha  realizado  la  determinación  del  contenido  total  de  metales  en 
uestras  de  plancton  (BCR‐414  y  BIO  7120)  mediante  plasma  de  acoplamiento  inductivo 










































































































































De  esta  forma,  se  puede  definir  la metalómica  como  el  estudio  de  las  interacciones  y 
onexiones funcionales de los iones metálicos y sus especies, con los genes, las proteínas y demás 
iomoléculas presentes en organismos y ecosistemas. 
De  las  distintas  metaloespecies  presentes  en  un  sistema  biológico,  una  de  las  más 
portantes  es  la  formada  por  metales  y  proteínas.  Este  tipo  de  complejos  se  denominan 
etaloproteínas y, en ellos,  los metales  confieren a  la proteína una determinada  función  como 
uede ser el desarrollo de una actividad catalítica, la implicación de la proteína en una reacción de 


















metales, para  lograr entender estos mecanismos es necesaria  la caracterización de  la fracción de 


















reacciones  enzimáticas  y  bioquímicas)  que  enlazan  metales,  pueden  liberar  metales  que 
posteriormente capten  las metaloproteínas [3]. Por esto, es cada vez más  importante realizar un 
enfoque  sistemático  al  estudio  del  contenido metálico,  especiación,  localización  y  uso  en  los 
organismos y ecosistemas medioambientales. 
Las  concentraciones  a  niveles  traza  de  las metaloproteínas  y  otros metalometabolitos 
requieren  la  combinación  de  técnicas  con  una  alta  resolución  en  la  separación,  como 
cromatografía y electroforesis, y técnicas sensibles de detección, como Espectrometría de Masas 
elemental  y molecular.  La  técnica  de  separación  ha  de  proporcionar  suficiente  resolución  para 
evitar la coelución de otras especies del mismo elemento (cuando se usa Plasma de Acoplamiento 
Inductivo  ‐  Espectrometría  de  Masas  (ICP‐MS)  como  técnica  de  detección)  o  de  especies 
fácilmente  ionizables  que  eviten  la  ionización  del  analito  (cuando  se  usa MS  como  técnica  de 





El acoplamiento de un sistema de ablación  láser a un  ICP‐MS (LA‐ICP‐MS) da  lugar a una 
técnica bastante potente para una determinación rápida y multielemental de muestras sólidas e 
incluso permite llevar a cabo medidas de relaciones isotópicas. Esta técnica es capaz de detectar y 
determinar elementos mayoritarios, minoritarios e  incluso  trazas o ultratrazas de  los mismos en 
las muestras [4]. 
  La  gran  ventaja  del  acoplamiento  del  ICP‐MS  a  la  ablación  láser,  son  las  buenas 


















o  este  problema  [14,15,16],  en  ellos  se 
recomie
SOD  y  ADH)  [17,  18].  En  estos  estudios  se  llegó  a  la misma 
conclusión que en trabajos expues ctroforesis no desnaturalizantes) 
y  además mostraron que  s más  recomendable  evitar procedimientos de  tinción,  ya que  éstos 
pueden alterar la estabilidad de los complejos metal‐proteína. 
En lo que respecta a parte final de la técnica (LA), ver Figura 1, la muestra se coloca en una 
celda de ablación cerrada herméticamente y sobre ella se hace  incidir  la radiación del  láser. Esta 
radiación es absorbida por  los electrones de  la superficie, transfiriéndose rápidamente en  forma 
 




  iones  son  dirigidos  hacia  el  analizador  de masas  donde  son  separados  según  su 
relación
 de
En  los  últimos  años  se  h
tras especiación mediante electroforesis sobre gel [9,10,11,12,13]. 
Uno de los problemas que presenta esta técnica es la pérdida del enlace metal‐proteína en 
proteínas en  las que estas  interacciones no  son  lo  suficientemente  fuertes. Esta pérdida puede 
producirse, no sólo durante  la separación electroforética, sino también durante  los tratamientos 
previos de  la muestra así como en  los procesos
llar  estrategias  para  separar  proteínas  sin  que  se  produzcan  la  ruptura  de  los  enlaces 
metal‐proteína. 
Existen  diferentes  trabajos  que  han  estudiad
ndan electroforesis no desnaturalizantes para evitar la pérdida del enlace metal‐proteína. 
Pero no sólo  la naturaleza del proceso electroforético puede alterar el enlace metal‐proteína; en 
nuestro  grupo  de  investigación  se  estudió  tanto  la  naturaleza  del  proceso  electroforético 





de energía al  resto de electrones de  la muestra. Los electrones de mayor energía abandonan  la
superficie












rganismos,  tanto  vegetales  como  animales,  que 
abitan ecosistemas acuáticos. 
anismos  suelen  clasificarse  de  una  manera  sencilla  en  dos  clases: 
fitoplan
  solar,  la  mayoría  habita  a  profundidades  menores  de  50  metros  y  son  los 
 











un  conjunto  de  microorganismos  vegetales  que  obtienen  su  alimento  vía  fotosintética  y 



































trófica de  los ecosistemas acuáticos,  se encuentra presente en océanos, mares, estanques,  ríos, 
lagos y su abundancia local varía en sentido horizontal, vertical y estacionalmente [19]. 



















técnicas  analíticas  como  pueden  ser  la  Espectroscopía  de  Absorción  Atómica  con  Atomización 
Electrotérmica  (ETAAS)  [25,26],  la  Espectroscopía  de  Emisión  Atómica  con  Plasma  Óptico  de 
Acoplamiento  Inductivo (ICP‐OES) [24] o el Plasma de Acoplamiento  Inductivo‐ metría de 
Masas (ICP‐MS) [21,22], que es   trabajo ya que, gracias a su 




scrito  otros  en  los  que  no  es  necesario  el microondas  [23,29],  en 
uestro
  para  la 
i n [ . Sus ventajas residen en que se 
lativamente  simple  y  altamente  selectiva,  por  lo  que  puede  ser  a istinta
pal aplicación se dirige a la caracterización de sistemas biológicos de interés y más 




Moncheva  et  al.  [31,32],  estudiaron  la  influencia  de  los  cambios  estacionales  en  el 





Para  la  puesta  en  disolución  del  plancton  o  de  muestras  biológicas  marinas,  se  han 
descrito distintos métodos, algu
u zcla de HF y HNO3  [26] o una mezcla de HNO3 y H2O2  [27] o simplemente HNO3  [22,28]. 





  Tiselius  introdujo  la  electroforesis  en  la  década  de  1930  como  método
caracterización de s stemas biológicos de i terés  30] trata de una 




















Debido  a  su  importancia,  la  anhidrasa  carbónica  ha  sido  una  enzima  muy  estudiada 
durante los últimos años [39,40,41]. 

















Otra  proteína  importante  es  la  superóxido  dismutasa  (SOD),  ya  que  juega  un  papel 
fundamental en la eliminación de especies reactivas de oxígeno en las microalgas. Esta
sido estudiada en muestras de microalgas procedentes de  la Antártida mediante PAGE nativa,  lo 
que ha permitido visualizar sus diferentes isoenzimas así como sus actividades relativas [43]. 
El objetivo  final de este  trabajo ha  sido  la caracterización de proteínas y de  los metales 
asociados a las proteínas en plancton mediante LA‐ICP‐MS previa sepa
té   electroforéticas.  Para  ello  se  han  tomado  como  modelos  una  muestra  de  plancton 
certificado  (BCR‐414)  y  una  muestra  de  cianobacterias  cultivadas  en  un  laboratorio 







portante  al  tener  diversas  funciones  como  estabilizar  las  proteínas  y  permitir  reacciones 
s,  de  esta  manera,  algunos  de  estos  metales  se 
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• Determinación  del  contenido  total  de  metales  en  las  fracciones  proteicas  de  plancton 
mediante  ICP‐MS par
 







































































Equipado  con  conos de Ni,  y un detector de  iones de  tipo  cuadrupolo.  Se utilizaron un 
) en el modo convencional de introducción de muestra en disolución.  


















• Sistema  ICP‐MS  Perkin  Elmer  Elan  6000  DRC‐e  con muestreador  automático  AS‐90/91 
(Perkin Elmer, Toron
nebulizador de  flujo cruzado  (GemTip Cross‐Flow  II Ryton) y una cámara de nebulización de  tipo 
Scott (Ryton Scott















































































• Disolución  patrón  para  electroforesis  desnaturalizante  de  rango  de  pesos moleculares 
6500 – 200000 Da (Sigma‐Aldrich Chemie,






















• Disolución  monoelemental  1000  mg∙L‐1  de  Rh  (Sigma‐Aldrich  Chemie,  Stenheim, 
Alemania). 






plankton”,  (Institute  for  Reference  Materials  and  Measurements, 
). El certificado de análisis se muestra en el Anexo 6.1. 















• Material  de  referencia  certificado  “BCR‐414, 
Geel, Bélgica
                                                                               
 























800  100  10  800  210  30 
 
Una  vez  finalizado  el  ataque,  se dejan  enfriar  los  tubos  y  se  vierte  el  contenido de  los 
mismos en tubos Falcon de 50 mL. Se diluye con agua milli‐Q hasta un volumen final de 10 mL. 






  cantidad de  sólidos en  las 
  La recta se realiza desde 1  µg∙L  hasta 1000 µg∙L  teniendo en cuenta las concentraciones 
de los elementos de 100 mg∙L ; de 0.25 µg∙L  hasta 250 µg∙L  para el Se y de 2.5 µg∙L‐1 hasta 2500 
µg∙ para  el  V  y,  a  cada  una  de  las  disoluciones  de  la  recta  de  calibrado,  se  les  añade  la 
correspondiente  proporción  ácida  que  contienen  las muestras  (0.23%  de  HNO3  y  0.03%  HCl), 
provenientes del ataque ácido y las posteriores diluciones de las muestras. 
  65Cu,  55Mn,  60 Ni,  62Ni,  206Pb, 
  se  utiliza  una 
s 
aciones del fabricante: el caudal del gas nebulizador, los óxidos, el voltaje 














  Los  isótopos medidos son  75As,  111Cd,  114Cd,  59Co,  52Cr,  63Cu,
207Pb, 208Pb, 82Se, 51V, 66Zn, 67Zn, 68Zn y 103Rh. 
















Rh,  Mg,  Pb,  Ba  y  Ce  (10  μg∙L‐1  cada  uno);  la  optimización  de
multielemental se realiza con el programa “Autolens” y se utiliza una 
(10 μg∙L‐1 cada uno). 




















































Tris‐HCl  Inhibidor de proteasas  PMSF*  TCEP*  PVP*  SDS* 
(mM)  (mg mL )  (mM)    % (p/v)
Método 1  25  5  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Mé 2A  2  1  ‐ todo  5  ‐  2 
Método 2B  5  ‐  2  2  1  1 
Método 2A’  25  ‐  2  2  1  ‐ 




























Método  3:  con  agua  milli‐Q,  recomendado  para  separaciones  posteriores  de  las  proteínas 


















sa  la  acetona  como  agente  precipit ,55]  puesto  que  algunos 
  han  comprobado  que  la  pérdida  del  enlace metal‐proteína  es menor  en  el  caso  de  la 
  acetona  que mediante  el  uso  de  otros  agentes  precipitantes  como  el  ácido 















d . De  tal  forma  que,  al  centrifugar  el  extracto,  únicamente  quedaran  retenidas  aquellas 





























  Para  real ones,  así  como 
disoluciones de c  de las veces. z preparadas, s aña  
 de Bradford, se incuban duran    minutos a temperatura  proce  
diante un pectrofotómero U ‐VIS a 595 nm. 
 line  este método comprende desde 0.12 – 1 mg∙mL‐1. 
Tanto  los  extractos  directos  como  la  fracción  de  proteínas  precipitadas,  se  someten  a 
ón 1D‐PAGE. 
  En  trabajos  anteriores  del  grupo  se  había  optimizado  el  método  de  separación 
obteniéndose  los  mejores  resultados  para  la  electroforesis  SDS‐Tris‐Glicina‐PAGE  como 
electroforesis desnaturalizante para  la caracterización de proteínas en plancton y BN‐PAGE como 
no desnaturalizante para el estudio de asociaciones metal‐proteína en las muestras de plancton. 













reactivo  Bradford  y  disoluciones  patrón  de  la  proteína  albúmina  de  suero  bovino  d
 m
izar  el  ensayo  se  toman  100  µL  de  cada  uno  de  los  patr
ada una  muestras diluidas 6   Una ve  se le de 5 mL
del reactivo te 5  ambiente y se  d  a sue
medida me  es V

















  los patrones y  las muestras en  los geles, se realiza  la electroforesis y, una 





















  En  la  Figura  2  se  muestra  una  recta  de  calibrado  para  la  interpolación  de  los  pesos 


























en  extractos  proteínicos,  sin  y  con 







  los  elementos  de  interés  se  encontraban  por  debajo  de  los 
límites d s
d
S  para  no  introducir más  del  0,1%  de 
ólidos  disueltos  en  el  instrumento.  Por  otro  lado,  las  fracciones  de  proteínas    precipitadas  se 
irlas en el ICP‐MS. 




  En principio, para  las electroforesis no desnaturalizantes no es posible el  cálculo de  los 
pesos moleculares de  las proteínas, ya que éstas no avanzan únicamen










de  extracción  y  preconcentración,  explicados  en  el  apart





intos  métodos  de  extracción  de  las  proteínas  del  plancton  (Tabla  3).  Los  resultados 
mostraron  que  los  contenidos  de
e detección en los distintos tampone  empleados, por lo que, para facilitar la experiencia, 
se  lleva  a  cabo  la  eterminación multielemental  en  los  extractos  y  las  fracciones  de  proteínas 
precipitadas procedentes del plancton mediante los distintos métodos de extracción empleando la 
misma recta de calibrado para todos ellos, preparada en agua ultrapura. 
Para  medir  el  contenido  en  metales  del  extracto,  se  diluyen  los  extractos  en  una 










‐MS  tras  su  separación 
cción de  los metales asociados a  las proteínas presentes en  los extractos y en  las 
accion s  de  proteínas  precipitadas  tras  su  separación  mediante  los  distintos  tipos  de 

















  La  detección  de  los metales  asociados  a  las  proteínas  se  realiza  sobre  geles  secos  no 
teñidos,  pues,  la  tinción  de  los  geles  conlleva  pérdidas  de
demostrado anteriormente por el grupo de investigación [17]. 
  Por lo tanto, una vez secado el gel sin haber llevado a cabo su tinción se corta cada carril 



















































adquisición  y  tratamiento  de  los  datos  (Excell),  donde  se  convierten  los  valores  de  tiempo  en 
distancia (teniendo en cuenta la velocidad de barrido a la que tiene lugar la ablación).  









  Se  llevó a  cabo  la determinación de  las  concentraciones elementales  tanto del BCR‐414 
como del BIO 7120  tras  la digestión ácida asistida por microondas como  se ha explicado en  los 
apartados de Procedimientos experimentales 3.4.1.1 y 3.4.1.2. 





























75As  0.9999  0.313 1.04   ± 0.28  6.08 ± 0.36  ‐10.9  ‐   6.82  
111Cd  0.9999  0.018  0.061  0.383 ± 0.014  0.403 ± 0.006  5.1  0.102 ± 0.003 
114Cd  0.9999  0.014  0.046  0.383 ± 0.014  0.417 ± 0.003  9.0  0.102 ± 0.003 
59Co  0.9981  0.006  0.020  1.43 ± 0.06*  1.59 ± 0.02  10.9  17.5 ± 1.5 
52Cr  0.9981  0.121  0.404  23.8 ± 1.2  24.8 ± 3.6  4.2  1.19 ± 0.12 
63Cu  0.9992  0.032  0.107  29.5 ± 1.3  29.4 ± 0.5  ‐0.3  33.7 ± 3.3 
65Cu  0.9985  0.031  0.104  29.5 ± 1.3  29.8 ± 0.2  1.0  34.1 ± 3.3 
54Fe  0.9990  11.2  37.5  1850 ± 190*  1647 ± 355  ‐10.9  5384 ± 466 
57Fe  0.9994  3.62  12.1  1850 ± 190*  1878 ± 326  1.6  5477 ± 481 
55Mn  0.9977  0.267  0.890  299 ± 13  303 ± 0.3  1.5  930 ± 87 
60Ni  0.9986  0.044  0.147  18.8 ± 0.8  21.1 ± 0.1  12.4  5.60 ± 0.35 
62Ni  0.9998  0.097  0.324  18.8 ± 0.8   19.7 ± 0.1  4.9  5.31 ± 0.33 
206Pb  0.9995  0.071  0.236  3.97 ± 0.19  3.38 ± 0.06  ‐14.8  1.66 ± 0.29 
207Pb  0.9993  0.068  0.227  3.97 ± 0.19  3.55 ± 0.08  ‐10.7  1.73 ± 0.32 
2 0.9990  0.051  0.171  3.97 ± 0.19  3.58 ± 0.15  ‐9.8  1.69 ± 0.34 08Pb 
66Zn  0.9999  0.206  0.688  111.6 ± 2.5  98.1 ± 2.5  ‐12.1  66.5 ± 8.4 
67Zn  0.9999  2.62  8.72  111.6 ± 2.5  83.4 ± 2.5  ‐25.2  55.7 ± 7.9 
68Zn  0.9999  0.200  0.667  111.6 ± 2.5  100.2 ± 3.9  ‐10.2  68.5 ± 8.0 
* ndicativos valores i
  En  color marrón  figuran  los  elementos  que  son más  abundantes  en  el material  de  referencia  ce BCR‐414  en 
comparación con el plancton BIO 7120. 
  En  color  azul  figuran  los  elementos  que  son  más  abundantes  en  el  pl
rtificado 
ancton  BIO  7120  con  respecto  al  material  de 
encia 
  No  figuran  los  resultados  obtenidos  para  los  dos  blancos  de  extracción  porque  sus 




(<0.267 mg∙kg ) a excepción de algunos como  Fe (11.2 mg∙kg ),  Fe (3.62 mg∙kg ),  As (0.313 
 mg∙kg‐1), 67Zn (2.62 mg∙kg‐1), en los que son más altos debido, en gran medida, a 
  presencia   contaminación: Fe Cl 1 N  
refer certificado BCR‐414. 
adición del HNO3 y del HCl sobre las muestras no son significativas. 




‐1 54 ‐1 57 ‐1 75
mg∙kg‐1), 51V (2.24






Los errores  cometidos en  la determinación de  los elementos del material de  referencia 
cer ra 
la  la 










ormente  se  estudió  el  efecto  de tiempo  y  tipo  de  agitación,  realizando  tres 
agitación  mecánica  durante  24  h durante  48  horas, 






inación del  contenido  total de proteínas  tanto de  los 
xtractos directos como de las fracciones de proteínas precipitadas del plancton BCR‐414. 






































La   calibrado nida  y =  0.5783; 901 
El  neal de méto arca  5 mg∙  1 mg 1 de 
Pa probar  actitu  méto pararo oluc de al e 





llevar  a  cabo  se  han  resumid
3.4.2.1.b, 3.4.2.1.c. 
El procedimiento   de medida de  las muestras y de  la realización de  la recta de calibrado 
está expuesto en el apartado de Procedimientos Experimentale










recta de  obte  fue:  1.0200x +  R  = 0.92
rango li  este  do ab desde 0.12 mL‐1 hasta ∙mL‐ proteínas. 
ra com la ex d del do, se pre n dos dis iones  búmina d
conce ión con  así co na me de albúmin oglobina e  bidor  ipsina.   




























(mg∙ )  (mg∙mL ) 
Albúmina 1  0.222  0.239  7.4 






















A  la vista de  los resultados obtenidos se puede concluir que  las eficiencias de extracción 




la extracción mediante el Método 2A  (13.9 mg∙g )  fue algo mayor que con el Método 2A´  (12.4 
mg∙g ) confirmando los resultados obtenidos previamente por Schmidt et al. [53]. 
En  lo  que  respecta  a  la  influencia  del  SDS  (1%)  en  el  proceso  de  extracción,  puede 
observarse como,  la presencia de éste en el tampón de extracción  (Método 2B)  (12.6 mg∙g‐1) no 
lleva asociado un aumento significativo de  la capacidad de extracción de proteínas  (Método 2A) 
(13.9 mg∙g ).  La  presencia  de  SDS  supone  una mayor  extracción  de  proteínas  de membrana 




















mg∙kg‐1  Pb).  Por  tanto,  es  de ntración  de  posibles  metales 
asociados a proteínas sean todavía inferiores a estas concentraciones totales.   
En  la Tabla 8 se  recogen  los porcentajes de extracción de metales para cada uno de  los 








Otra  de  las  conclusiones  que  se  pueden  extraer  de  estas  experiencias  es  que  la 
precipitación con acetona no ocasiona una pérdida significativa de proteínas, por lo que puede ser 









llevar  a  cabo  se  h
b, 3.4.2.1.c. 




CR‐414  algunos  son bastantes bajos  (0.383 mg∙kg‐1 Cd, 1.43 mg∙kg‐1 Co, 29.5 mg∙kg‐1 Cu, 3.97



































111Cd  0.383±0.014  34.2  28.7  31.2  32.9  32.7  36.3  25.4  26.1  37.7 
114Cd  0.383±0.014  34.1  27.9  30.7  33.8  33.4  37.1  26.6  26.4  37.5 
59Co  1.43±0.06  32.0  26.5  26.7  31.0  30.9  28.7  27.0  30.0  32.0 
63Cu  29.5±1.3  46.3  42.2  43.0  46.7  46.5  45.1  31.0  33.2  42.4 
65Cu  29.5±1.3  45.9  42.0  42.9  46.4  46.1  44.7  30.8  32.8  42.1 
55Mn  299±13  6.2  5.5  5.6  6.6  6.2  5.1  4.2  4.4  6.0 
60Ni  18.8±0.8  15.8  14.7  15.0  18.1  16.5  17.8  13.1  14.2  17.9 
62Ni  18.8±0.8  14.5  14.6  14.2  16.7  15.2  14.8  11.2  12.4  15.0 
  2.3  3.2  2.3  2.7  2.1  2.1  1.9  2.1  2.4 206Pb  3.97±0.19
207Pb  3.97±0.19  2.4  3.3  2.5  2.8  2.2  2.3  2.1  2.3  2.5 
208Pb  1  2.3  2.4 3.97±0.19  2.4  3.3  2.4  2.7  2.2  2.3  2.
66Zn  111.6±2.5  23.9  23.3  24.2  24.9  23.5  24.1  24.0  23.7  24.5 
111.6±2.5 67Zn  19.8  19.2  20.1  20.5  19.5  19.9  19.8  19.5  20.1 
68Zn  111.6±2.5  23.8  23.2  24.2  24.7  23.3  24.1  24.0  23.6  24.3 
 
A  la vista de  los  resultados obtenidos puede concluirse que  las eficiencias de extracción 
para  los metales objeto de estudio tras  los distintos métodos de extracción son muy similares, y, 
en  general,  bastante  bajas.  Así,  si  analizamos  los   obtenidos  en  el  análisis  de  los 
extractos directos, puede verse como el 111Cd posee ficiencias de extracción que oscilan entre el 
34.2%‐28.7 59 63 55 %, 




































































































de metales,  se  propone  trabajar  con  el Método  1  de  extracción  (25  mM  Tris  +  5  mg∙mL‐1  de 
inhibidor de proteas
Una  vez  concluido que el Método 1 es el óptimo para  la extracción  tanto de proteínas 
como de metales asociados a las mismas, se realiza la determinación de
 y en las fracciones de proteínas precipitadas para la muestra de plancton BIO 7120.  
En  la  Tabla  9  figuran  los  coeficientes  de  regresión  de  las  rectas  obtenidas  para  cada 
































111Cd  0.9989  0.131±0.019  34.2  0.126±0.002 36.3  0.031±0.06  30.4  0.031±0.003  30.4  
114Cd  0.9999  0.131±0.025  34.1  0.126±0.003  37.1  0.025±0.002  24.5  0.027±0.002  26.5 
59Co  0.9944  0.456±0.069  32.0  0.466±0.007 28.7  7.37±0.30  42.1  7.75±0.59  44.3  
63Cu  0.9992  13.7±0.2  46.3  10.9±0.1  46.5  6.99±0.42  20.8  6.34±0.37  18.8 
65Cu 17.6   0.9996  13.5±0.2  45.9  10.9±0.1  46.1  7.18±0.30  21.1  6.00±0.14 
57Fe  0.9959  114±2  6.2  99.7±1.5  5.8  271±31  4.9  299±15  5.5 
  0.9969  18.4±0.4  6.2  17.2±0.1  5.1  187±9  20.1  198±10  21.355Mn  
60Ni  0.9984  2.97±0.04  15.8  2.72±0.03  17.8  1.76±0.11  31.4  1.83±0.13  32.8 
62Ni  0.9952  2.73±0.08  14.5  2.32±0.04 14.8  1.68±0.09  37.4  1.75±0.13  33.0  
206Pb  0.9980  0.096±0.013  2.3  0.102±0.04  2.1  0.104±0.017  6.3  0.131±0.004  7.9 
207Pb  0.9981  0.096±0.019  2.4  0.106±0.03  2.3  0.110±0.018  6.4  0.139±0.004  8.0 
208Pb  0.9968  0.094±0.018  2.4  0.110±0.03  2.3  0.109±0.018  6.4  0.134±0.001  7.9 
66Zn  0.9999  26.7±0.4  23.9  23.6±0.3  24.1  17.7±0.9  26.6  21.4±0.2  32.1 
67Zn  0.9952  22.1±0.4  19.8  20.6±0.2  19.9  14.5±0.8  26.0  17.2±0.3  30.8 
68Zn  0.9998  26.6±0.4  23.8  23.8±0.3  24.1  17.9±0.7  26.2  21.6±0.4  31.6 
En  color marrón  figuran  los  elementos  que  son más  abundantes  en  el material  de  referencia  certificado  BCR‐414  en 
comparación con el plancton BIO 7120. 
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3.5.3 ación del método de separación de proteínas en plancton 
  El método electroforético más utilizado para  llevar a cabo  la separación de  las proteínas 
en muestras biológicas es  la electroforesis  SDS‐Tris‐Glicina‐PAGE.  Se  trata de una electroforesis
desnaturalizante que permite un  cálculo  sencillo  de  los pesos moleculares de  las proteínas.  En 
cambio, para el análisis de  los geles mediante LA‐ICP‐MS, es necesario el uso de  la electroforesis 
Blue‐Native‐PAGE,  electroforesis  no  desnaturalizante  que  se  realiza  en  condiciones  menos
































  Tanto en  la  Figura 8  como en  la Tabla 10  se muestran  los  resultados de  las bandas de 
as idas  cálcu de  l lares   BCR‐ 4 y e 0 en  
electroforesis SDS‐T a‐PAGE 4‐10% bis/acrilamida tras  con azul de Coomassie. 
a 8. i s   m de an te  lo s t
ra dia ofo  SDS E 4 acr da  n c
e Co a) BC 14 y  O 7120




Para  la  extracción  se  aplicó  el  Método  1,  con  ultrafiltración  y  precipitación,  los  tres 
métodos  se  encuentran  descritos  en  los  apartados  Procedimientos  Experimentales  3.4.2.1.a, 
3.4.2.1.b y 3.4.2.1.c. 
Se  optimizó  el  porcentaje  de  bis/acrilamida  de  los  geles  realizando  distintas  pruebas  y 







proteín  obten tras el  lo  os pesos molecu para el 41 l BIO 712   la
ris‐Glicin  tinción
 
Figur  Determ nación de lo pesos oleculares   las b das de pro ínas en s extracto ras 
sepa ción me nte electr resis ‐Tris‐Glicina‐PAG ‐10% bis/ ilami tras tinció on 
azul d omassie para el  R‐4 el b) BI  



























  Además,  en  ambos  casos,  el  grueso  de  las  proteínas  encontrado  presenta  pesos 
moleculares de entre 13 y 69 kDa, algo que se corresponde con  lo propuesto por otros autores 
[59,60],  que  encontraron  proteínas  de  entre  14  y  72  kDa  siendo  las  principales  bandas  de 
proteínas obtenidas las de 14, 29, 37, 48, 60 y 72 kDa. 
  Una de  las posibles proteínas observadas es  la anhidrasa carbónica. Esta proteína posee 
























  Para  la  extracción  se  aplicó  el  Método  1,  con  ultrafiltración  y  precipitación,  los  tres 
métodos  se  encuentran  descritos  en  los  apartados  Procedimientos  Experimentales  3.4.2.1.a, 
3.4.2.1.b y 3.4.2.1.c. 
Se  optimizó  el  porcentaje  de  bis/acrilamida  de  los  geles  realizando  distintas pruebas  y 
 % bis/acrilamida 4‐20 %. 
Aunque  en  este  tipo  de  electroforesis  las  proteínas  avanzan  atendiendo,  no  sólo  a  sus 














pesos  moleculares  sino  que  también  influyen  su  conformación  y  su 
desnaturalizadas), algunos autores han estimado sus pesos moleculares [15,54,57] trabajando en 
gradiente y utilizando patrones especiales para electroforesis no desnaturalizantes. 





































Tris‐Glicina‐PAGE,  sobre  todo  porque  se  obtiene  menor  resolución  en  la  separación  de  las 






















Estos  datos  corroboran  los  resultados  obtenidos  en  anteriores  estudios  realizados  por 
uestro grupo de investigación con proteínas puras asociados a metales trabajando mediante SDS‐
ris‐Glicina‐PAGE,  en  estos  estudios,  se  prueba  que  trabajando  con  este  tipo  de  electroforesis 













e  las  p co
Método 1. A con









































































e  las  p 4  com
Método 1. Poste
























































































ue  contenía  Tris  25  mM  e  inhibidor  de  proteasas  5  mg∙mL‐1  con  agitación 
mecánica  durante  48  horas.  Se  obtuvieron  porcentajes  de  extracción,  en  general  bastante 














bajos,  que  van  desde 
cton cuyos contenido eran de 15 mg∙g‐1. 
 


















en el  frente de trofo  rompen  enlaces metal‐p ) y e  del BIO 
7120 se obtuvieron señales de Cu, Zn y más intensamente Fe y Mn; las señales de Cu y Zn se 
observaron  también en el  frente de  la electroforesis,  las señales de Mn se obtuvieron en  la 
banda  de  proteínas  correspondiente  a  114‐97  kDa  y  en mayor medida  en  el  frente  de  la 
electroforesis y  las señales de Fe aparecieron en  la banda de proteínas de 49‐36 kDa y en el 
frente  de  la  electroforesis.  Esto  indica  que  en  la  electroforesis  desnaturalizante  se  sigue 
observando ruptura de enlace metal‐proteína también para esta muestra. 
 








han  caracterizado  las  proteínas  presentes  en  la muestras  y  se  han  calculado  sus  pesos 
moleculares, tanto para el BCR‐414 como p
na‐PAGE ó BN‐PAGE, obteniendo en ambos casos resultados similares a los expuestos en 
la  bibliografía  para  muestras  de  plancton.  Tras  la  electroforesis  SDS‐Tris‐Glicina‐PAGE  la 
mayoría de las proteínas, tanto para el plancton BCR‐41
e  pesos moleculares  de  69  a  13  kDa; mientras  que  tras  la  electroforesis  B
ervan, en ambos casos, señales intensas para los pesos moleculares de 324, 229, 65, 40, 26 
y 14 kDa. 
 Al  separar  las  fracciones  proteicas  por  SDS‐Tris‐Glicina‐PAGE  y  llevar  a  cabo  el  análisi
P‐MS decir que, en el caso del BCR‐414 sólo se obtuvieron señales
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Se colocan  los cristales uno sobre el otro y se sujetan con  las pinzas especiales de tal  forma 
que queden sujetos como indica la figura. 





5. Se vierte  sobre  la mezcla  las  cantidades adecuadas de persulfato amónico  (APS), que actúa 
como iniciador de la reacción de polimerización y de N,N,N’,N’‐tetrametilendiamina (TEMED),
que actúa como propagador de la reacción. 
6. Se agita  la mezcla y  con  la ayuda de un  cuentagotas o un micropipeta  se adiciona  sobre el
hueco dejado por los dos cristales donde se va a llevar a cabo la polimerización. 

















 9. Una  vez  polimerizado  el  gel,  se  toman  los  geles,  se  retiran  de  las  pinzas  y,  siguiendo  las
instrucciones que figuran en la página anterior, se colocan sobre la célula de electroforesis. 
10. Una  vez  colocados  los  geles  en  la  celda  de 
electroforesis,  se  añaden  los  tampones  de 
electroforesis, tanto el catódico como el anódico, 
se retiran los “peines”  y se adicionan las muestras 
en  cada  uno  de  los  “pocillos”  ayudados  de  una 
micropipeta  y  de  la  pieza  denominada  “sample 
loading guide”. 
11. Por último,  sólo queda  conectar  la  celda de electroforesis a  la  fuente de  corriente eléctrica
PowerPac  BasicTM  Power  Supply  de  Bio‐Rad  y  llevar  a  cabo  la  electroforesis  a  voltaje 
constante (hasta 300 v) o a intensidad constante (hasta 400 mA). 
 
  Según  el  tipo  de  electroforesis  con  la  que  estemos  trabajando,  se  pueden  producir 
variaciones en el procedimiento de realización del gel: 










 El  gradiente  de  concentración  de  bis/acrilamida  de  los  geles  se  hace  con  ayuda  de  un 
istema formador de gradiente (Model 475 Bio‐Rad). Para ello se preparan dos disoluciones, una 






















van  adicionando entre  las dos placas de  vidrio donde  va  a polimerizar el  gel, de este modo  se 








































mercaptoetanol),  el  tratamiento  previo  al  que  se  someten  las muestras  (≈90ºC  durante  5‐10 
























% Bisacrilamida en el gel→  4% 10%  12%  18%
Tampón GEL x4 (mL)  2.5 2.5  2.5  2.5
Agua milli‐Q (mL)  6.04 4.01  3.34  1.34
30% Bisacrilamida (mL)  1.33 3.33  4  6
SDS 20% (µL)  50 50 50  50
APS 10% (µL)  100 100  100  100
TEMED (µL)  5 5 5  5
 
 en dos 









fases,  una  fase  del  gel  que  únicamente  tiene  como  misión  preconcentrar  para  mejorar  la 




















ezcan,  lo  máximo  posible,  en  su  estado 
s la tricina. 










































% Bisacrilamida en el gel →  4% 8% 14% 18%  20%
Tampón GEL x3 (mL)  3.33 3.33 3.33 3.33  3.33
Agua milli‐Q (mL)  5.26 4 2 0.67  ‐
30% Bisacrilamida (mL)  1.33 2.67 4.66 6  6.67
APS 10% (µL)  80 70 40 35  35





Primeramente,  la electroforesis  transcurre con el  tampón catódico que contiene azul de 









































2. Incubación.  Se  vierten  los geles en 100 mL de una disolución del 30% EtOH, del 6.8%  (p/v) 
NaAc y 0.2% de Na2S2O3 x 5 H2O que se añade  justamente antes de añadir  los geles sobre  la 
disolución. Se mantiene en agitación un mínimo de 30 minutos. 















3. Transcurrida  la  etapa  de  tinción  se  retiran  los  geles  y  se  sumergen  en  100‐200 mL  de  una 
disolución 25% v/v MeOH mantenién
ustituye  la disolución de  lavado  cada  cierto  tiempo hasta que únicamente  se observen 
teñidas las bandas correspondientes a las proteínas. 
e
 4. Plateado. Un   se adici lución de 100 mL 
0.2%  (p/v) d  µL de  fo tiene en agitación 
durante 20 minutos. 





















a vez  lavados  los geles  con agua onan  sobre una diso
e AgNO3 a  la que se  le añade 20 rmaldehido. Se man






































































De  e si  se  obtienen  señales  asociadas  a  esta     orden  d las 













sta  forma,    proteína, del e 
rrido bien y que por tanto los resultados obtenidos para las muestras son fiables. 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
